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เทคโนโลยสุีรนารี คณะผูว้จิยัขอขอบคุณนกัศึกษาระดบัปริญญาโท ปริญญาเอกและผูช่้วยวจิยั  
ตลอดจนบุคลากรในฟาร์มของศูนยว์จิยัเทคโนโลยตีวัอ่อนและเซลลต์น้ก าเนิดทุกท่าน ส าหรับการ
ดูแลสุขภาพโค การชะลา้งตวัอ่อน การแช่แขง็ตวัอ่อน การยา้ยฝากตวัอ่อนและดูแลลูกเกิดโค 
ขอขอบคุณเจา้หนา้ท่ีสาขาเทคโนโลยชีีวภาพ คุณปรางคข์าว ปรุเขตต ์และขอขอบคุณศูนยเ์คร่ืองมือ





























 การแช่แขง็ตวัอ่อนท่ีผลิตในร่างกายและในหลอดแกว้ดว้ยวธีิ slow-freezing มีการใชก้นัอยา่ง
แพร่หลาย ในการศึกษาคร้ังน้ีเพื่อศึกษาผลของสายพนัธ์ุโคตวัรับ bovine serum albumin (BSA) ใน
น ้ายาแช่แขง็และการฉีดฮอร์โมน human chlorionic gonadotropin (hCG) ต่ออตัราการตั้งทอ้งหลงัจาก
ยา้ยฝากตวัอ่อนโคเน้ือแช่แขง็ ผลิตตวัอ่อนโคเน้ือดว้ยการผสมเทียมน ้าเช้ือโคบราห์มนัใหก้บัโคบราห์
มนัตวัรับท่ีกระตุน้ใหต้กไข่เป็นจ านวนมาก ในวนัท่ี 7 หลงัการผสมเทียมท าการชะลา้งตวัอ่อนออกมา
ดว้ยน ้ายา Dulbecco phosphate buffer saline ท่ีมี 1% fetal bovine serum จากการชะลา้งตวัอ่อน 82 
คร้ัง ไดต้วัอ่อนทั้งหมด 528 ใบ ซ่ึงเป็นตวัอ่อนเกรด 1 และ 2 จ  านวน 369 ใบ (69.9%) ตวัอ่อนเกรด 3 
และ 4 จ านวน 71 ใบ (13.4%) ตวัอ่อนท่ีสลายตวัจ านวน 39 ใบ (7.4%) และไข่ท่ีไม่ปฏิสนธิ 49 ใบ 
(9.3%) ท  าการแช่แขง็ตวัอ่อนเกรด 1 และ 2 ในน ้ายาแช่แขง็ท่ีมี  1.5 M ethylene glycol 0.1 M sucrose 
และ 4 mg/ml BSA หรือ 6 mg/ml BSA ดว้ยวธีิ slow freezing จากนั้นท าการยา้ยฝากตวัอ่อนภายใน 8 
นาทีหลงัจากท าละลายใหก้บัโคตวัรับพนัธ์ุพื้นเมืองผสมบราห์มนั โคพนัธ์ุก าแพงแสน โคนมลูกผสม
ท่ีฉีด hCG 1500 ยนิูต อตัราการตั้งทอ้งหลงัยา้ยฝากตวัอ่อนสดใหก้บัโคตวัรับทั้ง 3 สายพนัธ์ุ  (50-
55%) ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติและไม่พบความแตกต่างของอตัราการตั้งทอ้งระหวา่งโคท่ี
ฉีดและไม่ฉีด hCG ส าหรับอตัราการตั้งทอ้งของกลุ่มตวัอ่อนแช่แขง็ในน ้ายาแช่แขง็ท่ีมี 4 mg/ml หรือ 
6 mg/ml BSA ไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือยา้ยฝากตวัอ่อนแช่แขง็ใหก้บัโค
ตวัรับสายพนัธ์ุต่างๆ ทั้งฉีดและไม่ฉีด hCG (35-40%) อยา่งไรก็ตามอตัราการตั้งทอ้งหลงัจากยา้ยฝาก
ตวัอ่อนสดใหโ้คพนัธ์ุพื้นเมืองผสมบราห์มนัท่ีฉีด hCG โคพนัธ์ุก าแพงแสนท่ีฉีด hCG และโคนม
ลูกผสมทั้งท่ีฉีด hCG และไม่ฉีด hCG เท่ากบั 55% ซ่ึงมีค่าสูงกวา่อตัราการตั้งทอ้งของกลุ่มตวัอ่อนแช่
แขง็ในน ้ายาท่ีมี 4 mg/ml ยา้ยฝากใหโ้คนมลูกผสมท่ีไม่ฉีด hCG (30%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) นอกจากน้ี สายพนัธ์ุโคตวัรับและการฉีด hCG ไม่มีผลต่ออตัราคลอดในกลุ่มตวัอ่อนสด  
ตวัอ่อนแช่แขง็ดว้ยน ้ายาท่ีมี 4 mg/ml BSA และตวัอ่อนแช่แขง็ดว้ยน ้ายาท่ีมี 6 mg/ml BSA (50-55%, 
30-35% และ 35-40% ตามล าดบั) อยา่งไรก็ตาม อตัราคลอดของกลุ่มตวัอ่อนสดท่ียา้ยฝากใหโ้คตวัรับ
พนัธ์ุก าแพงแสนและโคนมลูกผสมท่ีฉีด hCG (55%) มีค่าสูงกวา่อตัราคลอดของกลุ่มตวัอ่อนแช่แขง็
ดว้ยน ้ายาท่ีมี 4 mg/ml BSA หลงัยา้ยฝากใหโ้คพื้นเมืองผสมบราห์มนัและโคนมลูกผสมท่ีไม่ไดฉี้ด 
hCG (30%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ กล่าวโดยสรุป สายพนัธ์ุโคตวัรับ การเติม BSA ในน ้ายาแช่แขง็













 Conventional slow-freezing method has been widely used for cryopreservation of in vivo 
produced embryos. This study was designed to determine the effects of recipients breed, bovine 
serum albumin (BSA) in freezing medium and human chlorionic gonadotropin (hCG) treated 
recipients on the conception rate after direct transfer of beef cattle frozen embryos. The in vivo 
fertilized embryos of Brahman cattle were produced by performing artificial insemination (AI) with 
Brahman semen after superovulated. On day 7 after AI, the embryos were flushed out using 
modified Dulbecco phosphate buffer saline supplemented with 1% fetal bovine serum. Total of 82 
flushing could get 528 embryos, there were 369 grade 1-2 blastocysts (69.9%), 71 grade 3-4 
blastocysts (13.4%), 39 degenerated embryos (7.4%) and 49 unfertilized eggs (9.3%). The grade 1-
2 blastocysts were frozen by slow freezing in the freezing medium that consisted of 1.5 M ethylene 
glycol, 0.1 M sucrose and 4 mg/ml or 6 mg/ml BSA. The frozen embryos were direct- transferred 
to different recipients breed including Brahman-native hybrid cattle, Komphaengsaen cattle and 
hybrid milking cattle that receive 1,500 IU of hCG injection or no injection immediately after 
transferred embryos. The pregnancy rates of fresh embryos were no significantly difference on 
different recipients breed (50-55%) and no beneficial effect was found in hCG injected recipients. 
In frozen embryos, there was no significant difference on pregnancy rate of all recipient breed, 
hCG-treated and non hCG-treated recipients after transferring embryos frozen by 4 mg/ml or 6 
mg/ml BSA medium (35-40%). However, the pregnancy rates of hCG-treated Brahman-native 
hybrid cattle, hCG-treated Komphaengsaen cattle, hCG-treated and non hCG-treated hybrid 
milking cattle that received fresh embryos (55%) were significantly higher than non hCG-treated 
hybrid milking cattle that received embryos frozen with 4 mg/ml BSA (30%). Moreover, recipients 
breed and hCG injection showed no beneficial effect on calving rate of fresh embryos, 4 mg/ml 
BSA-treated frozen embryos and 6mg/ml BSA-treated frozen embryos  (50-55%, 30-35% and 35-
40%, respectively). However, calving rates of fresh embryos transferred to hCG-treated 
Komphaengsaen cattle and hybrid milking cattle (55%) were significantly higher than that of 
frozen embryos which was treated with 4 mg/ml BSA and transferred to non hCG-treated 
Brahman-native hybrid cattle and hybrid milking cattle (30%). In conclusion, recipients breed, 
BSA concentration in freezing medium and hCG-treated recipients did not have any beneficial 
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1.1 ความส าคัญ ทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย  
 ปัจจุบนัเทคโนโลยกีารแช่แขง็ตวัอ่อนและการยา้ยฝากตวัอ่อนในโคมีการศึกษาและพฒันา
กนัอยา่งต่อเน่ือง เพราะวธีิดงักล่าวสามารถเพิ่มจ านวนโคท่ีมีพนัธุกรรมดีเยีย่มไดห้ลายตวัใน
ระยะเวลา 1 ปี ดว้ยความกา้วหนา้ของเทคโนโลยแีช่แขง็ตวัอ่อนท าใหข้นส่งตวัอ่อนพนัธุกรรมดีไป
ไดไ้กล ท าใหส้ามารถผลิตโคสายพนัธ์ุดีจากต่างประเทศไดส้ะดวกและรวดเร็วกวา่ในอดีต โดยการ
น าตวัอ่อนแช่แขง็จากต่างประเทศ แลว้น ามาละลายเพื่อยา้ยฝากใหก้บัตวัรับ การแช่แขง็แบบดั้งเดิมใช ้
Glycerol เป็นสารป้องกนัการเกิดผลึกน ้าแขง็ซ่ึงจ าเป็นตอ้งลา้งน ้ายาแช่แขง็ก่อนน าไปยา้ยฝากตวัอ่อน 
วธีิน้ีมีขอ้จ ากดัคือ ผูป้ฎิบติังานตอ้งมีความช านาญในการส่องตรวจตวัอ่อน อีกทั้งตอ้งมีอุปกรณ์และ
เคร่ืองมือ ท่ีจ าเป็นในการส่องตรวจ ดงันั้นเพื่อรองรับความตอ้งการของ ผูท้  าการยา้ยฝากตวัอ่อน จึงมี
การพฒันาเทคโนโลยกีารแช่แขง็ตวัอ่อนโดยการใช ้ Ethylene glycol ซ่ึงสามารถท าการยา้ยฝาก  
ตวัอ่อนหลงัละลายไดท้นัที ( Direct embryo transfer: DET) โดยไม่ตอ้งลา้งน ้ายาแช่แขง็ออกจากตวั
อ่อน วธีิน้ีมีประโยชน์มากในภาคสนาม ซ่ึงสามารถท าไดโ้ดยไม่ตอ้งมีประสบการณ์ในการส่องตรวจ
ตวัอ่อน อีกทั้งยงัรวดเร็วและประหยดัเวลาอีกดว้ย ในอนาคตเราจะสามารถส่งตวัอ่อนแช่แขง็จากโค
สายพนัธ์ุดีไปจ าหน่ายยงัประเทศต่างๆได ้ 
 ในการแช่แขง็ตวัอ่อนมีการเติมโปรตีนต่างๆเช่น Fetal bovine serum (FBS) หรือ Bovine 
serum albumin (BSA) ลงไปในน ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อนเพื่อเป็นการป้องกนั เยือ่หุม้เซลล์ของตวัอ่อนถูก
ท าลาย มีรายงานวา่การเติม BSA ในน ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อนช่วยเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งของโคตวัรับ การ
ตั้งทอ้งจนครบก าหนดคลอดของโคตวัรับมีหลายปัจจยัเก่ียวเน่ืองกนั จากรายงานก่อนหนา้น้ีพบวา่ 
plasma progestererone, human chorionic gonadotropin (hCG) และ gonadotropin releasing hormone 
ช่วยป้องกนัไม่ใหเ้กิดการแทง้ในช่วงตน้ของการตั้งทอ้ง นอกจากน้ีโคแต่ละสายพนัธ์ุมีความสมบูรณ์
ของระบบสืบพนัธ์ุต่างกนั ดงันั้นการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ BSA ในน ้ายาแช่แขง็  




1.2.1 เพื่อศึกษาความเขม้ขน้ของ BSA ท่ีเหมาะสมในน ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อน โคดว้ยวธีิ slow freezing 
1.2.2  เพื่อศึกษาอตัราการตั้งทอ้งหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนโดยวธีิ DET โดยเปรียบเทียบการยา้ยฝาก










1.2.3 เพื่อศึกษาผลของสายพนัธ์ุโคตวัรับต่ออตัราการตั้งทอ้งของ โคตวัรับหลงัยา้ยฝากตวัอ่อน โค 
 แช่แขง็และตวัอ่อนสด 
1.2.4 เพื่อศึกษาผลของฮอร์โมน hCG ต่ออตัราการตั้งทอ้ง ของโคตวัรับหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อน โค
 แช่แขง็และตวัอ่อนสด 
 
1.3 ขอบเขตของการวจัิย  
 การทดลองจะน าตวัอ่อนโคมาแช่แขง็โดยวธีิลดอุณหภูมิลงชา้ๆ ( Slow freezing)  แบบใช ้
Ethylene glycol เป็นสารป้องกนัการเกิดผลึกน ้าแขง็ โดยเปรียบเทียบผลของความเขม้ขน้ของ BSA 
ในน ้ายาแช่แขง็ จากนั้นน าไปยา้ยฝากใหโ้คตวัรับโดยวธีิ DET โดยใชโ้คสายพนัธ์ุต่างๆเป็นตวัรับ 
ไดแ้ก่ โคลูกผสมพนัธ์พื้นเมืองกบับราห์มนั โคเน้ือพนัธ์ุก าแพงแสน และโคนมลูกผสม โดยฉีด hCG 
1,500 ยนิูต หลงัจากเป็นสัด 7 วนั และกลุ่มท่ีไม่ฉีด hCG จะใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นบนัทึกอตัรา
การตั้งทอ้งและคลอด เพื่อเปรียบเทียบผลของความเขม้ขน้ของ BSA ในน ้ายาแช่แขง็ สายพนัธ์ุของโค
ตวัรับ และการฉีด hCG ท่ีมีต่ออตัราการตั้งทอ้งหลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อนโคแช่แขง็โดยวธีิ DET 
 
1.4 ข้อตกลงเบือ้งต้น 
 ท  าการศึกษาผลของสายพนัธ์ุโคตวัรับท่ีมีต่อการตั้งทอ้งหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนแบบ DET 
และศึกษาผลของ BSA ในน ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อนและผลของการฉีด hCG ใหแ้ก่โคตวัรับต่ออตัราการ
ตั้งทอ้งของตวัอ่อนแช่แขง็โดยเปรียบเทียบกบัตวัอ่อนสด 
 
1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย  
1.5.1 ทราบความเขม้ขน้ของ BSA ท่ีเหมาะสม ในน ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อน โคดว้ยวธีิ slow freezing 
1.5.2  ทราบอตัราการตั้งทอ้งหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนโดยวธีิ DET โดยเปรียบเทียบการยา้ยฝาก
 ตวัอ่อนโคท่ีแช่แขง็ดว้ยวธีิ slow freezing และตวัอ่อนสด 
1.5.3 ทราบผลของสายพนัธ์ุโคตวัรับต่ออตัราการตั้งทอ้งของ โคตวัรับหลงัยา้ยฝากตวัอ่อน โค 
 แช่แขง็และตวัอ่อนสด 



















ลกัษณะพนัธุกรรมท่ีดี ในปี 1984 Leibo ไดค้น้พบวธีิการท าแช่แขง็ตวัอ่อนโคโดยใช ้glycerol จากนั้น
น าตวัอ่อนแช่แขง็มาละลาย แลว้ลา้งในน ้ายาท่ีมี sucrose ก่อนน าไปยา้ยฝากใหต้วัรับ ต่อมาวธีิน้ีไดมี้
การใชก้นัอยา่งแพร่หลาย แต่อยา่งไรก็ตามอตัราการตั้งทอ้งข้ึนอยูก่บัความช านาญของผูท้  าการยา้ย
ฝาก (Leibo, 1984) ซ่ึงอาจจะเกิดจากวธีิการลา้ง glycerol ออกจากตวัอ่อน ซ่ึงมีความยุง่ยาก ผูท้  าตอ้งมี
ความเช่ียวชาญ ดงันั้นจึงมีการพฒันาเทคนิคแช่แขง็และยา้ยฝากตวัอ่อน เพื่อใหไ้ดอ้ตัราการตั้งทอ้งท่ี
สูงข้ึนและมีความสะดวกรวดเร็วมากยิง่ข้ึน ในปี 1984 Masssip และ Van Der Zwalmen ไดท้  าการ 
แช่แขง็ตวัอ่อนโคโดยใช ้ glycerol ร่วมกบั sucrose แลว้น าไปยา้ยฝากโดยวธีิ DET โดยไม่ตอ้งลา้ง
น ้ายาแช่แขง็ออก พบวา่ไดอ้ตัราการตั้งทอ้งท่ีสูง (Dochi และคณะ , 1995) ในปี 1990 Suzuki และคณะ 
รายงานวา่อตัราการตั้งทอ้งของโคท่ีท าการยา้ยฝากตวัอ่อนท่ีแช่แขง็ดว้ย propylene glycol สูงกวา่ 
ตวัอ่อนท่ีแช่แขง็ดว้ย glycerol  ต่อมาในปี 1992 Voelkel และ Hu ไดร้ายงานวา่การใช ้ ethylene glycol 
แช่แขง็ตวัอ่อนโค แลว้น าไปยา้ยฝากใหต้วัรับโดยวธีิ DET ไดอ้ตัราการตั้งทอ้งท่ีสูง ซ่ึงต่อมาไดมี้
รายงานสนบัสนุนวา่ ethylene glycol สามารถใชเ้ป็นสารป้องกนัการเกิดผลึกในแขง็ในกระบวนการ
แช่แขง็ตวัอ่อนโคได ้( Dochi และคณะ , 1995; Duchi และคณะ , 1997) จากรายงานหลายฉบบัพบวา่
อตัราการตั้งทอ้งของโคตวัรับหลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อนแช่แขง็ท่ีไดจ้ากการแช่แขง็ตวัอ่อนโคโดยใช ้
ethlylene glycol ไม่ต่างจากการใช ้glycerol ร่วมกบั sucrose (Lange, 1995; Hinshaw และคณะ , 1996; 
Looney และคณะ , 1996; Nibart และ Humblot, 1997, Arreseigor และคณะ , 1998; Leibo และ 
Mapletoft , 1998) เน่ืองจากคุณสมบติัของ ethylene glycol ท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กและสามารถแทรก
ผา่นเยือ่หุม้เซลลข์องตวัอ่อนไดเ้ร็วกวา่ glycerol ดงันั้น ethylene glycol จึงมีความเหมาะสมท่ีจะใช้  
แช่แขง็ตวัอ่อนเพื่อน าไปยา้ยฝากโดยวธีิ DET (Hasler, 2001) การยา้ยฝากตวัอ่อนโคแช่แขง็โดยวธีิ 
DET น้ี ช่วยลดปัญหาท่ีเกิดจากขั้นตอนการละลายและลา้งตวัอ่อนก่อนน าไปยา้ยฝาก วธีิน้ีสามารถท า
ไดง่้าย สะดวกและรวดเร็ว สามารถท าไดจ้ริงในฟาร์มท่ีมีเคร่ืองมือและอุปกรณ์ทางวทิยาศาสตร์จ ากดั  
ความส าเร็จของการแช่แขง็ตวัอ่อนข้ึนอยูก่บัอตัรารอดชีวติของตวัอ่อนแช่แขง็หลงัการท าละลาย จาก
รายงานก่อนหนา้น้ี มีการเติมโปรตีนเช่น FBS และ BSA ลงไปในน ้ายาแช่แขง็ Leibo และคณะ 
(1988) พบวา่ BSA ช่วยในการป้องกนัเยือ่หุม้เซลลไ์ม่ใหถู้กท าลายหลงัการท าละลายอีกทั้งยงัช่วยให้
เยือ่หุม้เซลลมี์ความเสถียรอีกดว้ย นอกจากน้ี Pugh และคณะ (1998) รายงานวา่การเติม BSA ลงไปใน
น ้ายาแช่แขง็ช่วยเพิ่มอตัรารอดชีวติของตวัอ่อนหลงัการท าละลาย อีกทั้งตวัอ่อนระยะมอรูล่าและเออร์










ในน ้ายาท่ีมี FBS ในการแช่แขง็ตวัอ่อนมีการเติมโปรตีนต่างๆเช่น FBS หรือ BSA ลงไปในน ้ายา  
แช่แขง็ตวัอ่อนเพื่อเป็นการป้องกนั เยือ่หุม้เซลล์ ของตวัอ่อนถูกท าลาย มีรายงานวา่การเติม BSA ใน
น ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อนช่วยเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งของโคตวัรับ 
  ในขบวนการยา้ยฝากตวัอ่อน พบวา่ปัญหาส าคญัคือตวัอ่อนมีอตัราการตายสูงในช่วงเวลา 9-
17 วนัหลงัจากท าการยา้ยฝากตวัอ่อน (16-24 วนัหลงัจากการเป็นสัด) (Thatcher และคณะ , 1985) จาก
การศึกษาพบวา่สาเหตุท่ีท าใหต้วัอ่อนเกิดการตายหลงัจากการยา้ยฝากอาจเกิดจากตวัอ่อนมีคุณภาพต ่า 
(Donaldson, 1985) รอบการเป็นสัดของโคตวัใหแ้ละโคตวัรับไม่ตรงกนั ( Nelson และคณะ , 1982) 
สภาวะอากาศร้อนขณะท่ีท าการยา้ยฝาก (Putney และคณะ, 1989) เยือ่บุมดลูกของโคติดเช้ือแบคทีเรีย 
(Bouters, 1985) ภาวะโภชนาการของโคตวัรับ ( Broadbent และคณะ , 1991) หรือโคมีระยะลูเตียลท่ี
ไม่สมบูรณ์เพียงพอท่ีจะรักษาการตั้งทอ้งไวไ้ด ้(Remsen และ Roussel, 1982; Stubbings และ Walton, 
1986) จากการศึกษาของ Lukaszewska และ Hansel ในปี 1980 พบวา่การลดลงของฮอร์โมน 
progesterone มีความสัมพนัธ์กบัการมีระยะลูเตียลท่ีไม่สมบูรณ์ในโคตวัรับ ซ่ึงเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท า
ใหอ้ตัราการตั้งทอ้งหลงัจากการยา้ยฝากตวัอ่อนในโคตวัรับลดลง  มีการศึกษาวา่การเพิ่มปริมาณ
ฮอร์โมน progesterone โดยใช ้hCG (Greve และ Lehn-Jensen, 1982; Looney และคณะ , 1984; 
Santos-Valadez และคณะ , 1982) หรือ gonadotropin releasing hormone (GnRH) (Drost และคณะ , 
1989; Ellington และคณะ , 1991; Fernandez และ Larcocca, 1999; Macmillan และคณะ , 1986) ช่วย
ป้องกนัการตายของตวัอ่อนหลงัจากการยา้ยฝากท่ีมีสาเหตุมาจากระยะลูเตียลท่ีไม่สมบูรณ์ในโคตวัรับ 
อีกทั้งยงัช่วยเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งหลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อนดว้ย จากรายงานของ Nishigai ในปี 2002 
พบวา่ การฉีด hCG 1,500 ยนิูต เขา้กลา้มเน้ือของโคตวัรับสายพนัธ์ุ Japanese Black ในวนัท่ี 6 
หลงัจากการเป็นสัด ช่วยเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งของโคตวัรับหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนแช่แขง็ โดย hCG 
จะช่วยท าใหเ้กิดการพฒันาของ corpus luteum (CL) ท่ีสมบูรณ์และช่วยยบัย ั้งการหลัง่ของ estradiol-
17 นอกจากน้ี Rossetti และคณะ  (2011) พบวา่ การฉีด  hCG 2500 ยนิูต ในวนัท่ี 7 หลงัจากการเป็น
สัด ช่วยเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งหลงัจากการยา้ยฝากตวัอ่อนในโคสายพนัธ์ุ เนลเลอร์ ได้  ดงันั้นเพื่อ
พฒันาเทคโนโลยกีารแช่แขง็ตวัอ่อน การยา้ยฝากตวัอ่อนใหมี้ประสิทธิภาพดีข้ึน ในการทดลองน้ีจึง


















3.1 การเร่งการตกไข่ตัวให้และการเหน่ียวน าการเป็นสัดตัวรับ  
 ใชโ้คบราห์มนัพนัธ์ุแทอ้ายรุะหวา่ง 2-6 ปี มาท าเป็นโคตวัให้  (ภาพท่ี 3.1) ท  าการเร่งการตก
ไข่ ตามวธีิท่ีรายงานโดย รังสรรค ์(2530) โดยฉีดฮอร์โมน Follicle Stimulating Hormone (FSH, 
Folltropin®, Bioniche) 25 ยนิูต เขา้กลา้มเน้ือทุกๆ 12 ชัว่โมง รวม 8 คร้ัง ในคร้ังท่ี 5 ของการฉีด FSH 
จะฉีดฮอร์โมนโปรสตาแกลนดินเอฟทูแอลฟา ( PGF, Iliren®, Intervet) 375 ไมโครกรัม เขา้กลา้มเน้ือ 
ท าการผสมเทียมดว้ยน ้าเช้ือแช่แขง็ของโคบราห์มนั 3 คร้ังห่างกนัคร้ังละ 12 ชัว่โมง โดยผสมเทียม
คร้ังแรกขณะท่ีโคเป็นสัดน่ิง และในการผสมเทียมคร้ังท่ีสองจะฉีดดว้ยฮอร์โมน Human Chlorionic 
Gonadotropin (hCG, Chlorulon®, Intervet) 1,500 ยนิูต เขา้กลา้มเน้ือ  
 ใชโ้คลูกผสมพื้นเมืองกบับราห์มนั โคเน้ือพนัธ์ุก าแพงแสน และโคนมลูกผสม ท่ีมีอายุ
ระหวา่ง 2-5 ปี มาท าเป็นตวัรับ โดยท าการฉีด PGF 375 ไมโครกรัม เขา้กลา้มเน้ือ และตรวจการเป็น

































ภาพที ่3.2 โคตวัรับสายพนัธ์ุต่างๆ (A) ลูกผสมพื้นเมืองกบับราห์มนั (B) โคเน้ือพนัธ์ุก าแพงแสน และ
     (C) โคนมลูกผสม 
 
3.2 การชะล้างตัวอ่อน 
 หลงัจากเป็นสัด 7-7.5 วนั ท าการชะลา้งตวัอ่อนโดยวธีิไม่ผา่ตดัตามวธีิท่ีรายงานโดย รังสรรค ์
และสรรเพชญ (2530) โดยใชน้ ้ายา modified Dulbecco phosphate buffer saline (mDPBS) ท่ีเติมดว้ย 
1% FBS ชะลา้งตวัอ่อน 500 ซีซี/ปีกมดลูก ท าการตรวจหาตวัอ่อนท่ีชะลา้งไดด้ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 































 น ้ายาแช่แขง็ประกอบดว้ย 1.5  M Ethylene glycol และ 0.1  M Sucrose ละลายใน base 
solution ซ่ึงมี 2 ชนิดคือ Emcare holding ท่ีมี 4 mg/ml BSA และ Emcare holding ท่ีมี 6 mg/ml BSA 
จากนั้นน าตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 และ 2  มาไวใ้นน ้ายาแช่แขง็ แลว้ท าการบรรจุตวัอ่อนใส่
หลอดพลาสติก การบรรจุตวัอ่อนจะบรรจุ 1 ตวัอ่อนต่อ 1 หลอดจากนั้นปิดปลายหลอดดว้ยปากคีบ
ลนไฟหนีบปลายหลอด (ภาพท่ี 3.4) จากนั้นน าหลอดพลาสติกท่ีบรรจุตวัอ่อนแลว้ไปใส่ในเคร่ืองแช่
แขง็ (Cryologic, CL5500) ท่ีตั้งอุณหภูมิเคร่ืองท่ี -6 °C จากนั้น 1 นาที  จึงเหน่ียวน าใหเ้กิดผลึกน ้าแขง็ 
(Seeding) ทิ้งไว ้4 นาที จึงเร่ิมการท างานของเคร่ือง เม่ือเคร่ืองเร่ิมท างานเคร่ืองจะยงัคงอยูท่ี่ -6 °C อีก 
10 นาที จากนั้นจึงลดอุณหภูมิในอตัราเร็ว 0.5 °C ต่อนาที จนถึงอุณหภูมิ  -35°C (ภาพท่ี 3.5) จากนั้น








ภาพที ่ 3.4 หลอดแช่แขง็ตวัอ่อน ภายในหลอดพลาสติกจะมีน ้ายาแช่แขง็อยู ่4 ส่วน โดยแบ่งน ้ายา  
       แช่แขง็โดยใชอ้ากาศ ตวัอ่อนจะถูกบรรจุในส่วนท่ี 3 ของน ้ายาแช่แขง็ เม่ือบรรจุตวัอ่อน  













             
                        
                                
         
 














 การละลายตวัอ่อนแช่แขง็ท าไดโ้ดยการน าตวัอ่อนออกจากถงัไนโตรเจนเหลว แลว้ถือคา้งใน
อากาศนาน 10 วนิาที จากนั้นจุ่มหลอดพลาสติกลงในน ้าอุณหภูมิ 30 °C นาน 10 วนิาที เช็ดฆ่าเช้ือ
หลอดพลาสติกดว้ย 70% แอลกอฮอล ์แลว้จึงตดัปลายหลอดพลาสติกดา้นท่ีหนีบปิดดว้ยความร้อน
ออกดว้ยกรรไกรท่ีฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นน าหลอดพลาสติกไปไวใ้นปืนฉีดตวัอ่อน ( IMV) ซ่ึงสวมดว้ย 
ET sheath และ sanitary sheath แลว้น าไปยา้ยฝากใหต้วัรับแต่ละตวัท่ีเป็นสัดโดยการฉีดฮอร์โมนหรือ
เป็นสัดตามธรรมชาติมาแลว้ 7-7.5 วนั ตามวธีิท่ีรายงานโดย รังสรรค ์และสรรเพชญ (2530) การยา้ย
ฝากตวัอ่อนแบบ DET จะยา้ยฝากใหต้วัรับภายในระยะเวลาไม่เกิน 8 นาที  หลงัท าละลาย (ภาพท่ี 3.6) 

































 เม่ือท า การฉีดฮอร์โมนเพื่อ เร่งการตกไข่ ในโคบราห์มนัพนัธ์ุแท้ จ  านวน 29 ตวั แลว้ท าการ
ผสมเทียมดว้ยน ้าเช้ือโคบราห์มนั  หลงัจากนั้น 7-7.5 วนั ท าการชะลา้งตวัอ่อน ทั้งหมด 82 คร้ัง ไดต้วั
อ่อนทั้งหมด 528 ใบ (ภาพท่ี 3.7) โดยไดต้วัอ่อนเกรด 1-2 จ านวน 369 ใบ (69.9%) เกรด 3-4 จ  านวน 
71 ใบ (13.4%) ตวัอ่อนท่ีสลายตวั จ  านวน 39 ใบ (7.4%) และไข่ท่ีไม่ปฏิสนธิ 49 ใบ (9.3%) ดงัแสดง
ในตารางท่ี 1 จากนั้นแบ่งตวัอ่อนเฉพาะเกรด 1-2 ออกเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่มตวัอ่อนสด และตวัอ่อน
แช่แขง็ โดยในกลุ่มตวัอ่อนแช่แขง็ จะท าการแช่แขง็ตวัอ่อนในน ้ายาแช่แขง็ท่ีมี  4 mg/ml BSA หรือ 6 










ภาพที ่3.7 ตวัอ่อนระยะคอมแพคมอรูล่าและเออร์ล่ีบลาสโตซีสท่ีชะลา้งได ้
 
 จากตารางท่ี 2 ในกลุ่มตวัอ่อนสดยา้ยฝากใหโ้คตวัรับสายพนัธ์ุพื้นเมืองผสมบราห์มนั โค
ก าแพงแสน หรือโคนมลูกผสม และฉีดหรือไม่ฉีด hCG พบวา่อตัราการตั้งทอ้งของทุกกลุ่มการ
ทดลองไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 50-55% เม่ือยา้ยฝากตวั
อ่อนท่ีแช่แขง็ในน ้ายาท่ีมี 4 mg/ml BSA พบอตัราการตั้งทอ้งหลงัยา้ยฝากตวัอ่อนใหก้บัโคตวัรับสาย
พนัธ์ุต่างๆท่ีฉีดหรือไม่ฉีด hCG อยูท่ี่ระหวา่ง 30-35% ซ่ึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P>0.05) นอกจากน้ี สายพนัธ์ุของโคตวัรับและการฉีด hCG ไม่มีผลต่ออตัราการตั้งทอ้งหลงัการยา้ย
ฝากตวัอ่อนท่ีแช่แขง็ในน ้ายาท่ีมี 6 mg/ml BSA โดยอตัราการตั้งทอ้งอยูร่ะหวา่ง 35-40% เม่ือพิจารณา
ในทุกกลุ่มการทดลองพบวา่ อตัราการตั้งทอ้งอยูท่ี่ระหวา่ง 30-55% โดยอตัราการตั้งทอ้งหลงัยา้ยฝาก











ลูกผสมทั้งท่ีฉีด hCG และไม่ฉีด hCG เท่ากบั 55% ซ่ึงมีค่าสูงกวา่อตัราการตั้งทอ้งของกลุ่มตวัอ่อนแช่
แขง็ในน ้ายาท่ีมี 4 mg/ml ยา้ยฝากใหโ้คนมลูกผสมท่ีไม่ฉีด hCG (30%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) 
 เม่ือพิจารณาจ านวนคลอด พบวา่สายพนัธ์ุโคตวัรับและการฉีด hCG ไม่มีผลต่ออตัราคลอด
ในกลุ่มตวัอ่อนสด ตวัอ่อนแช่แขง็ดว้ยน ้ายาท่ีมี 4 mg/ml BSA และตวัอ่อนแช่แขง็ดว้ยน ้ายาท่ีมี 6 
mg/ml BSA โดยอตัราคลอดในแต่ละกลุ่มการทดลองเท่ากบั 50-55%, 30-35% และ 35-40% 
ตามล าดบั เม่ือพิจารณาผลของชนิตตวัอ่อน พบวา่อตัราคลอดของกลุ่มตวัอ่อนสดท่ียา้ยฝากใหโ้ค
ตวัรับพนัธ์ุก าแพงแสนและโคนมลูกผสมท่ีฉีด hCG (55%) มีค่าสูงกวา่อตัราคลอดของกลุ่มตวัอ่อน
แช่แขง็ดว้ยน ้ายาท่ีมี 4 mg/ml BSA หลงัยา้ยฝากใหโ้คพื้นเมืองผสมบราห์มนัและโคนมลูกผสมท่ี
ไม่ไดฉี้ด hCG (30%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ลูกเกิดโคท่ีไดจ้ากการยา้ยฝากตวัอ่อนกลุ่ม
ต่างๆดงัแสดงในภาพท่ี 3.8 
 
ตารางที ่4.1 ผลการชะลา้งตวัอ่อนโค 
 









































ตารางที ่4.2 ผลของ Bovine serum albumin ในน ้ายาแช่แขง็ การฉีด hCG แก่โคตวัรับและสายพนัธ์ุ
       โคตวัรับต่ออตัราการตั้งทอ้งและอตัราคลอดหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนสดและตวัอ่อน  

















+ 20 11 (55)a 10 (50)ab  
- 20 10 (50)ab 10 (50)ab 
ก าแพงแสน + 20 11 (55)a 11 (55)a 
- 20 10 (50)ab 10 (50)ab 
โคนมลูกผสม + 20 11 (55)a 11 (55)a 




4 mg/ml BSA 
พื้นเมืองผสม 
บราห์มนั 
+ 20 7 (35)ab 7 (35)ab 
- 20 7 (35)ab 6 (30)b 
ก าแพงแสน + 20 7 (35)ab 7 (35)ab 
- 20 7 (35)ab 7 (35)ab 
โคนมลูกผสม + 20 7 (35)ab 7 (35)ab 




6 mg/ml BSA 
พื้นเมืองผสม 
บราห์มนั 
+ 20 8 (40)ab 8 (40)ab 
- 20 7 (35)ab 7 (35)ab 
ก าแพงแสน + 20 8 (40)ab 8 (40)ab 
- 20 8 (40)ab 8 (40)ab 
โคนมลูกผสม + 20 9 (45)ab 8 (40)ab  
- 20 8 (40)ab 8 (40)ab 
*ตวัอ่อนสด = ตวัอ่อนท่ีไม่ผา่นการแช่แขง็, ตวัอ่อนแช่แขง็ 4 mg/ml BSA = ตวัอ่อนแช่แขง็ดว้ยน ้ายา
แช่แขง็ท่ีมี 4 mg/ml BSA, ตวัอ่อนแช่แขง็ 6 mg/ml BSA = ตวัอ่อนแช่แขง็ดว้ยน ้ายาแช่แขง็ท่ีมี 6 
mg/ml BSA ** + = ฉีด hCG, - = ไม่ฉีด hCG  



























ภาพที ่3.8 ลูกโคท่ีไดจ้ากการยา้ยฝากตวัอ่อน 
 
4.2 ข้อวจิารณ์ 
 การทดลองคร้ังน้ีประสบความส าเร็จในการผลิตลูกโคจ านวนมากทั้งในกลุ่มของตวัอ่อนสด
และตวัอ่อนแช่แขง็ ในการทดลองน้ีท าการศึกษาผลของ BSA ท่ีเติมในน ้ายาแช่แขง็ต่ออตัราการตั้ง
ทอ้งและลูกเกิดหลงัยา้ยฝากตวัอ่อนใหโ้คตวัรับ พบวา่อตัราการตั้งทอ้งและอตัราลูกเกิดหลงัการยา้ย
ฝากตวัอ่อนท่ีแช่แขง็ดว้ยน ้ายาท่ีมี BSA ความเขม้ขน้ 4 mg/ml ไม่แตกต่างกบัตวัอ่อนท่ีแช่แขง็ดว้ย 6 
mg/ml BSA จากการทดลองก่อนหนา้น้ีพบวา่ BSA สามารถเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งของโคตวัรับหลงั
ยา้ยฝากตวัอ่อนไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัการใช ้ FBS ในน ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อน (Leibo และคณะ , 1988;  
Aoyagi และคณะ , 1996; Pugh และคณะ , 1998) อยา่งไรก็ตามอตัราการตั้งทอ้งและอตัราลูกเกิดของ
ตวัอ่อนแช่แขง็มีค่าต ่ากวา่กลุ่มตวัอ่อนสด ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหนา้ คือ  Purcell และคณะ  
(2005) โคตวัรับท่ียา้ยฝากตวัอ่อนสดมีอตัราการตั้งทอ้งสูงกวา่โคตวัรับท่ียา้ยฝากตวัอ่อนแช่แขง็ จาก











 นอกจากน้ี อตัราการตั้งทอ้งและอตัราลูกเกิดของโคตวัรับท่ีไดรั้บการฉีด hCG 1500 ยนิูต ใน
วนัท่ี 7 หลงัการเป็นสัดไม่แตกต่างเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัรับท่ีไม่ไดฉี้ด hCG ซ่ึงผลการทดลองน้ี
แตกต่างจากท่ีมีรายงานก่อนหนา้น้ี ซ่ึงรายงานวา่ โคตวัรับท่ีไดรั้บการฉีด hCG  มีอตัราการตั้งทอ้ง
สูงข้ึนกวา่โคตวัรับท่ีไม่ไดฉี้ด hCG (Sianangama และคณะ , 1996; Santos และคณะ , 2001; Stevenson 
และคณะ, 2007, Sianangama และคณะ , 1992)  Nishigai และคณะ  (2002) ท าการศึกษาผลของ hCG 
ต่ออตัราการตั้งทอ้งของโค Japanese black หลงัยา้ยฝากตวัอ่อนแช่แขง็ในวนัท่ี 7 หลงัการเป็นสัด 
พบวา่ ในกลุ่มโคตวัรับท่ีฉีด hCG 1500 IU ในวนัท่ี 6 หลงัการเป็นสัด มีเปอร์เซ็นตก์ารตั้งทอ้งสูงสุด 
(67.5%) เม่ือเปรียบเทียบกบัการฉีด hCG ในวนัท่ี 1 หลงัการเป็นสัด (42.5%) และไม่ฉีด hCG (45%) 
Machado และคณะ (2008) รายงานวา่การฉีด hCG ใหก้บัโคตวัรับในระหวา่งวนัท่ี 4-7 หลงัการเป็น
สัด ช่วยเหน่ียวน าใหเ้กิด CL และเพิ่มระดบัของ progesterone อีกดว้ย นอกจากน้ี Rossetti และคณะ 
(2011) พบวา่การฉีด hCG 2500 ยนิูต ในวนัท่ี 7 หลงัการเป็นสัดช่วยเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งของโค  
 ในการทดลองน้ีท าการยา้ยฝากตวัอ่อนแช่แขง็โดยวธีิ DET ภายในระยะเวลาไม่เกิน 8 นาที  
หลงัละลาย  เน่ืองจากรายงานก่อนหนา้น้ีพบวา่ การฝากตวัอ่อนท่ีแช่แขง็วธีิ slow freezing ภายหลงั
จากท าละลายแลว้เกิน 11 นาที ส่งผลใหอ้ตัราการตั้งทอ้งของโคตวัรับลดลง (Dochi และคณะ , 1998) 
ในการทดลองคร้ังน้ีไดศึ้กษาผลของโคตวัรับ พื้นเมืองกบับราห์มนั โคเน้ือพนัธ์ุก าแพงแสน และโค




























 สายพนัธ์ุของโคตวัรับและการฉีด hCG ไม่มีผลต่ออตัราการตั้งทอ้งและคลอดเม่ือยา้ยฝาก  
ตวัอ่อนสดหรือตวัอ่อนแช่แขง็ อยา่งไรก็ตามอตัราการตั้งทอ้งและคลอดของตวัอ่อนแช่แขง็ต ่ากวา่  
การยา้ยฝากตวัอ่อนสด นอกจากน้ี ความเขม้ขน้ของ BSA ในน ้ายาแช่แขง็ตวัอ่อนไม่ส่งผลต่ออตัรา
การตั้งทอ้งและคลอดของตวัอ่อนแช่แขง็หลงัการยา้ยฝาก จากการทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้า่ การแช่
แขง็ตวัอ่อนดว้ยวธีิ slow freezing ในน ้ายาท่ีมี BSA แลว้ยา้ยฝากแบบ DET  สามารถผลิตลูกเกิดได ้
โดยอตัราความส าเร็จอยูป่ระมาณ 30-40% 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ควรท าวจิยัต่อยอดโดยท าการปรับปรุงวธีิแช่แขง็ตวัอ่อนแบบ vitrification เพื่อยา้ยฝาก
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